rn Y^r c>^ 



Our ^i^c !: ' ^y''^ ^'^ ^ 



iiiiiiiipiiiiiuoiiniii 




(19) 

Bundesrepublik Deutschland 
Deutsclies Patent- und Markenamt 



DE 103 30 842 A1-2005.02.10 



(12) 



Offenlegungsschrift 



(21) Aktenzek:hen: 103 30 842.3 

(22) Anm€ldetag: 08.07.2003 
(43) Offenlegungstag: 10.02.2005 



(51)lntCL^: A61K 38/55 
A61P 17/00 



(71) Anmelder: 

Institut fur Medizintechnologie Magdeburg GmbH, 
IMTM, 39120 Magdeburg, DE 

(74)Vertreten 

Koepe & Partner, 80538 Munchen 

(72) Erfinder 

Ansorge, Siegfried, Prof. Dr., 39291 Hohenwarthe, 
DE; Goilnick. Harald, Prof. Dr.. 39120 Magdebui^. 
DE; Lendeckel, Uwe, Dr., 39120 Magdeburg, DE; 
Neubert. Klaus, Prof. Dr., 06120 Halle, OE; 
Reinhold, Dirk, Dr., 39120 Magdeburg, DE; Vetter, 
Robert, Dr., 39120 Magdeburg, DE; Schraven, 
Burkhart, Prof. Dr., 39120 Magdeburg, DE; Thielitz, 
Anja, Dr., 39120 Magdeburg, DE; Faust, Jurgen, 
Dr., 14195 Berlin, DE 



(56) Fur die Beurteilung der PatentfaNgkeit in Betracht 
gezogene Daickschriften: 
DE 101 55 093 A1 
WO 95/34 538 A2 
WO 95/15 309 A1 
WO 01/54 707 A2 
Chem. Abstr. 132:148871 (2000); 
Chem. Abstr. 124:193562 (1996); 
JICST'EPIus Abstr.: 890194970 zu Aki ToshlyukI: 
Purifiactlon and characterization of antisera to 
Aminopeptidase M & Dipeptidylpeptidase IV and 
their application to fibroplast and fibroplastic 
tumors. In: Yonago Igaku ZasshI, 1989. Vol. 40, 
No. 1,3.10-11; 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gemali § 44 PatG 1st gestellt 

(54) Bezeichnung: Verwendung der Inhibitoren von Enzymen mit Aktivitaten der Aminopeptidase N und/oder der Dt'^ 
peptidytpeptldase IV und pharmazeutischen Zubereitungen daraus zur Theraple und Pravention dermatologi- 
scher Erkrankungen mit Hyperproliferation und veranderten Dtfferenzierungszustanden von Fibroblasten 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah- 
ren zur Hemmung der fur die Proliferation notwendigen 
DNA-Synthese von humanen Fibroblasten dutch die allei- 
nige oder gemeinsame Wirkung von Inhibitoren der von 
diesen Zelten exprimierten Alanyl-Aminopeptidase (APN) 
und Dipeptidylpeptidase IV (DP IV). Die DNA-Synthese 
(Proliferation) humaner Fibroblasten wird durch Gabe von 
Inhibitoren der APN oder/und der DP IV dosisabhSngig ge- 
hemmt Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie und 
Prevention von dennatologischen Erkrankungen mit fibro- 
blastarer Hyperproliferation und veranderten fibroblastaren 
Differenzieaingszustanden die Applikation von Hemmstof- 
fen der oben genannten Enzyme bzw. von diese Hemnrv 
stoffe enthaitenden Zubereitungen und Oanreichungsfor- 
men daraus geeignet sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beschreibt die Hemmung der 
fur die Proliferation und Differenzierung notwendigen 
DNA-Synthese von Fibroblasten durch die Wirkung 
von Inhibitoren der Aminopeptidase N (APN, EC 
3.4.11.2, CD13) oder/und der Dipeptidylpeptidase IV 
(DP IV. EC 3.4.14.5. CD26) im Ergebnis der eihzel- 
nen. simuitanen Oder zeidich unmittetbar aufeinan- 
derfolgenden Applikation von jeweils spezifischen In- 
hibitoren dieser Enzyme oder von Inhibitoren von En- 
zymen gleicher Substratspezifitat (APN- oder/und DP 
:V-analoge Enzymaktivitat) auf der Basis von /Vmino- 
saurederivaten. Peptiden oder Peptidderivaten, 
durch welche die Proliferation (DNA-Synthese) und 
Differenzierung von Fibroblasten supprimiert und mo- 
duliertwird. 

[0002] Eine Reihe dermatologischer Erkrankungen 
gehen mit Hyperproliferalion und veranderten Diffe- 
renzierungszustanden von Fibroblasten einher. Zu 
ihnen gehoren sowohl benigne fibroblastare Hyper- 
proliferationszustande (hier insbesondere postinfekti- 
6s, postinflammatorisch und posttraumatisch: hyper- 
trophe Narben, Keloide, Anglofibrome. Dennatofibro- 
me, Fibrolipome, UIcusnarben)» die auch auch im 
Rahmen disseminierter (Myo-)Fibromatosen aliflre- 
ten (z.B. kongenitale disseminierte Fibromatose). als 
auch maligne fibroblastare Hyperproliferationszu- 
stande (z.B. Fibrosarkome, Mischtumoren wie atypi- 
sches Flbfoxanthom, malignes fibroses Histiozytom, 
aggressives Angiomyxom. Paraneoplasien). Eine 
weitere Erkrankungsgruppe bilden fibrosierende Au- 
toimmunerkrankungen wie die lokatisierte und syste- 
mische Sklerodermie in ihren verschiedenen Auspra- 
gungen (zirkumskripte S., progressiv-systemische 
S., CREST-Syndrom). die Dermatosklerose bei an- 
deren Kollagenosen und die cutane Variante der 
Graft-versus-Host-Erkrankung. Veranderte Differen- 
zierungszustande der Fibroblasten sind Ausdruck 
verschiedener fibrosierender Erkrankungen mit der- 
zeit noch weitgehend ungeklarter Atiologie. Hierzu 
zahlen der Lichen sclerosus et atrophicus und die he- 
terogene Gruppe der Pseudosklerodermlen (wie z.B. 
die eosinophile/proliferierende Fascutis, exogen ver- 
ursachte Pseudosklerodermlen wie Toxic oil syndro- 
me, Silikose, Porphyrien. Eosinophilie-Myalgie-Synd- 
rom, Lichen myxodematosus oder Borrelien-assozi- 
ierte Fibrosierungen). Weiterhin gibt es sekundare 
Sklerosierungen wie z.B. im Rahmen einer Stau- 
ungsfibrose bei chronisch venoser Insuffizienz und 
bei Lipolymphddemen, im fibroslerenden Spatstadi- 
um der /^opecia androgenetica und seltene lokali- 
sierte fibroblastare Erkrankungen (iVl. Dupuytren, M. 
Ledderhose, "Knuckle pads", Induratio penis plasti- 
ca). 

Stand der Technik 
[0003] Peptidasen wie die Dipeptidylpetidase IV 



und die Aminopeptidase N oder ahnlich wirkende En- 
zyme sind fur die Regulation bzw. Modulailon von 
Wechselwirkungen zwischen Zellen besonders inter- 
essant. da sle zum Teil als Ektoenzyme in der Plas- 
mamembran der Zellen lokalisiert sind, Interakticnen 
mit anderen extrazellularen Strukturen eingehen, 
peptiderge Botenstoffe durch enzymkatalysierte Hy- 
drolyse aktivieren bzw. inaktivieren und dad:.irch 
wichtig fur die Zell-Zell-Kommunikation sind [Yarpn A, 
et al.: Proline-dependent structural and biological 
properties of peptides and proteins. Crit Rev Biochem 
Mol Biol 1993;28:31-81; Vanhoof G, et al.: Proline 
motifs in peptides and their biological processing. FA- 
SEB J 1995;9:736-744]. 

[0004] Es ist gezeigt worden. dass im Prozess der 
Aktivierung und klonalen Expansion von Immunzel- 
len, insbesondere von T-Lymphozyten, membran- 
standige Peptidasen wie DP IV oder APN eine 
SchlusselroUe spielen [Fleischer B: CD26 a surface 
protease involved in T-cell activation. Immunology 
Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et al.: Role of 
alanyl aminopeptidase in growth and function of hu- 
man T cells. International Journal of Molecular Medi- 
cine 1999; 4:17-27; Riemann D et al.: GDI 3 - not just 
a marker in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen Mitogen- 
stimulierter mononuklearer Zellen (MNZ) oder ange- 
reicherter T-Lymphozyten wie DNA-Synthese. Pro- 
duktion und Sekretion von immunstimulierenden Zy- 
tokinen (IL-2, IL-6, IL-12. IFN-y) und Helferfunktionen 
fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Ge- 
genwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV oder 
der APN gehemmt werden [Schon E et al.: The di- 
peptidyl peptidase IV. a membrane enzyme involved 
in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Blo- 
chim. Acta 1985; 2: K9-K15; Schon E et al.: The role 
of dipeptidyl peptidase IV in human T lymphocyte ac- 
tivation. Inhibitors and antibodies against dipeptidyl 
peptidase IV suppress lymphocyte proliferation and 
immunoglobulin synthesis in vitro, Eur. J. Immunol. 
1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et al.: Inhibitors of 
dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transfor- 
ming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC 
and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360; Lende- 
ckel U et al.: Induction of the membrane alanyl ami- 
nopeptidase gene and surface expression in human 
T-cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 
319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl peptidase 
IV: A cell surface peptidase involved in regulating T 
cell growth (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 3-15; 
Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in 
growth and function of human T cells (Review). Int. J. 
Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 

[0005] Es ist bereits bekannt. dad die Behandlung 
von Autoimmunerkrankungen und Transplantatab- 
stoliung durch Hemmung der auf Immunzellen loka- 
lisierten Dipeptidylpetidase IV mit Hilfe von syntheti- 
schen Inhibitoren moglich ist (z. B. EP-A 0 764.151, 
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wo 095/29691 , EP-A 0 731 789, EP-A 0 528 858). 

[0006] Der Erfindung liegt der uberraschende Be- 
fund zugrunde. dass die einzelne Oder gleichzeitige 
Wirkung von Inhibitoren der auf bzw, in Fibroblasten 
exprimierten Dipeptidylpeptidase IV/DP IV bzw. 
CD26 Oder von Inhibitoren von Enzymen mit gleicher 
Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) 
und von Inhibitoren der Aminopeptidase N/APN bzw. 
CD 13 Oder von Inhibitoren von Enzymen mit gleicher 
Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat), die 
Proliferation (DNA-Synthese) von Fibroblasten 
hemmt. 

[0007] Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie 
und zur Prevention von dermatologischen Erkran- 
kungen mit fibroblastarer Hyperproliferatlon und ver- 
anderten Differenzierungszustanden. fiir deren En- 
stehung die. Proliferation und die differenzierte Rege- 
lung der DNA-Synthese von Fibroblasten eine zen- 
trate Bedeutung hat, die einzelne oder gleichzeitige 
Applikation von Hemmsloffen der DP IV und der APN 
Oder von Hemmstoffen von Enzymen gleicher Subst- 
ratspezifitat (APN- oder/und DP IV-analoge Enzym- 
aktivitat) bzw, entsprechender Zubereitungen und 
Darrelchungsformen daraus geeignet sind. 

[0008] Im einzelnen liegen der Erfindung die Befun- 
de zugrunde. dass die DNA-Synthese von Fibroblas- 
ten durch die Gabe von Inhibitoren der Dipeptidylpep- 
tidase IV Oder von Inhibitoren von Enzymen mit glei- 
cher Substratspezifitat oder/und von Inhibitoren der 
Aminopeptidase N oder von Inhibitoren von Enzymen 
mit gleicher Substratspezifitat signifikant inhibiert 
wird. 

[0009] Die oben genannten Erkrankungen werden 
bisher topisch und/oder systemisch mit Immunsup- 
pressiva. Glukokortikosteroiden, unspezifischen Anti- 
inflammativa und Emollientien sowie symptomatisch 
mit Physiotherapie behandelt. Insbesondere bei den 
systemischen Medikationen treten haufig uner- 
wunschte Nebenwirkungen auf. Dies sind u. a. Gus- 
hing Syndrom, Osteoporose, Infektlonen oder Diabe- 
tes meilitus. Bei der Lokaltherapie stehen eine ortli- 
che Hautatrophie und erhohte Hautverletzlichkelt im 
Vordergrund. Sowohl bei der systemischen als auch 
bei der lokalen immunsuppressiven Therapie konnen 
Hauttumoren propagiert werden, 

[0010] Der Einsatz von DP IV- oder/und APN-Inhibi- 
toren wurde bei den genannten Erkrankungen vor al- 
lem in den fruhen Stadien eine ganzlich neuartige. 
vorraussichtlich sehr effektive, moglicherweise kos- 
tengunstige Therapieform und einen wertvolien alter- 
nativen Bestandteil der bestehenden Therapiekon- 
zepte darstellen. 

[0011] Die erfindungsgemaH applizierten Inhibito- 
ren der Dipeptidylpeptidase IV oder Inhibitoren von 



Enzymen mit gleicher Substratspezifitat (DP IV-ana- 
loge Enzymaktivitat) oder/und Inhibitoren der Amino- 
peptidase N Oder Inhibitoren von Enzymen gleicher 
Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) 
konnen In pharmazeutisch anwendbaren Formulie- 
rungskomplexen als Inhibitoren, Substrate. Pseudo- 
substrate, inhibitorisch wirkende Peptide und Peptid- 
derivate sowie als Antikorper dieser Enzyme zur /Vn- 
wendung kommen. Die Inhibitoren gema& der Erfin- 
dung werden allein oder in Kombination von mehre- 
ren von Ihnen, vorzugsweise in Kombination von 
zweien von ihnen. eingesetzt 

[0012] Bevorzugte EfTektoren sind fur die DP IV 
Xaa-Pro^ipeptide, entsprechende Derivate, vor- 
zugsweise Dipeptidphosphonsaurediarylester, Di- 
peptidboronsauren (z. B. Pro-boro-Pro) und deren 
Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n = 0 bis 
10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. 
Aminosaure (Xaa)-anrilde, entsprechende Derivate 
und deren Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure/lmi- 
nosaure bzw. ein a-Aminosaurederivat/lminosaure- 
derivat. vorzugsweise N'-4-NitrobenzyI-oxycarbo- 
nyl-L-Lysin. L-Prolin, L-Tryptophan, L-lsoleucin. 
L-Valin ist und als Amidstruktur cydische Amine. z.B. 
Pyrrolidin. Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate 
fungieren. Derartige Verbindungen und deren Her- 
steiiung wurden in einem fruheren Patent beschrie- 
ben (K. Neubert et al. DD296075A5). Weiter konnen 
als Effektoren fur die DP IV mit Vorteil Trypto- 
phan-1,2.3,4-tetrahydroisochinolin-3-carbonsaureT 
derivate (TSL) und (2S.2S',2S>2-{2M2"'rami- 
no-3"-(indol-3"'-yl)-1 "-oxoprolyl]-1 ',Z,3',4*-tetrahy- 
dro-6'8'-dihydroxy-7-methoxyisochinol-3-yl-carbo- 
nyl-amino]-4-hydromethyl-5-hydropentansaure 
(TMC-2A) verwendet werden. Ein beispielhafter, mit 
Vorteil venvendbarer inhibitor von DP IV. ist 
Lys[Z(NOJ-thiazolidid, worin Lys fur einen L-Ly- 
sin-Rest steht und Z(N02) fur 4-NitrQbenzyloxycarbo- 
nyl steht (vgl. DD-A 296075). 

[0013] Als Inhibitoren der Alanyl-aminopeptidase 
(/\minopeptidase N, APN) kommen erfindungsge- 
maR beispielsweise Actinonin, l-euhistin, Phebestin, 
Amastatin, Bestatin, Phobestin. p-Aminothiole, 
a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaure- 
derivate, vorzugsweise 
D-Phe-i4J-PO(OH)-CH2]-Phe-Phe und deren Salze in 
Betracht. Bevorzugte Inhibitoren fur die Alanyl-Ami- 
nopeptidase sind Bestatin (Ubenimex), Actinonin, 
Phobestin, Phebestin, RB3014 oder Leuhistin. 

[0014] Die Inhibitoren oder diese enthaitende phar- 
mazeutische Zubereitungen werden simultan mit be- 
kannten Tragerstoffen verabreicht. Von der Erfindung 
umfadt sind auch pharmazeutische Zubereitungen, 
die zwei oder mehrere der Inhibitoren der DP IV bzw. 
Inhibitoren von Enzymen mit DP IV-analoger Enzym- 
aktivitat oder/und der /VPN bzw. Inhibitoren von Enzy- 
men mit APN-analoger Enzymaktivitat in raumlich ge- 
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tronnter Formullerung in Kombination mit an sich be- 
kannten Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen zur 
gleichzeitlgen oder zeitltch unmittelbar aufeinander- 
folgenden Verabreichung nnit dem Ziel einergemein- 
samen Wirkung umfassen. 

[0.015] Die Verabreichung erfolgt einerseits alsjtopi- 
sche Applikatton in Form von z.B. Cremes, Salben, 
Pasten» Gelen. Losungen, Sprays, Liposomen und 
Nanosdmen. Schuttelmixturen, "pegylierten" Formu- 
lierungen, degradierbaren (d. h. unter physiologic 
schen Bedingungen abbaubaren) Depot-Matrices, 
Hydrokolloidverbanden. Pflastem , MikroschwSm- 
men, Prepolyomeren und ahnlichen neuen Trager- 
substraten, Jet-lnjektion bzw. anderen demiatologi- 
schen GrundlagenA/ehikeIn einschlieRlich instillativer 
Applikation. und andererseits als systemische Appli- 
kQtion zuroralen. trahsdennalen, intravenosen, sub- 
cutanen. Intracutaner. intramuskularen Anwendung 
in geelgneten Rezepturen bzw. in geetgneter Gale- 
nik. 

[0016] Der/die lnhibitor(en) gemaH der Erfindung 
sowie Zubereitungen, die einen oder mehrere von 
den genannten Inhibitoren und gegebenenfalls noch 
weitere Komponenten wie weitere Inhibitoren, §owie 
pharmazeutisch vertragliche Zusatz-, Hilfs- oder Tra- 
gerstoffe enthalten. komnnen bei einer ganzen Anzahl 
von dermatologischen Erkrankungen bzw. Zustan- 
den mit Hyperprollferation und veranderten Differen- 
zierungszustanden von Fibroblasten vorbeugend 
Oder therapierend zur Anwendung. Beispielhaft kon- 
nen genannt werden eine Vorbeugung und Therapie 
von sowohl benignen fibrosierenden und sklerosie- 
renden Erkrankungen (hier insbesondere postinfekti* 
OS und posttraumatisch: hypertrophe Narben, Keloi- 
de, Dermatofibrome, Fibrolipome wie auch dissemi- 
nierte (Myo)-Fibromatosen) als auch malignen fibro- 
blastaren Hyperproliferationszustanden (z,B. Fibro- 
sarkome, MIschtumoren wie atypisches Fibroxan- 
thom. malignes fibroses Histiozytom, aggressives 
Angiomyxom, Paraneoplaslen), von fibrosierenden 
Autoimmunerkrankungen wie der Sklerodermie (zir- 
kumskripte Sklerodermie, progressiv-systemische 
Skierodermie. CREST-Syndrom), der Dermatoskle- 
rose bei anderen Kollagenosen und der Graft-ver- 
sus-Host-Erkrankung. des Lichen sclerosus el atro- 
phicus und der heterogenen Gruppe der Pseudoskle- 
rodermien (wie z.B. die eosinophile/proliferierende 
Fascutis, exogen verursachte Pseudosklerodermien 
wie Toxic oil syndrome. Stiikose, Porphyrien, Eosino- 
philie-Myalgie-Syndrom, Lichen myxodematosus 
Oder Borrelien-assoziierte Fibrosierungen). von se- 
kundaren Sklerosierungen wie z.B. im Rahmen einer 
Stauungsfibrose bei chronisch venoser Insuffizienz 
und bei Lipolymphodemen, im fibrosierenden 
Spatstadium der Alopecia androgenetica und von 
seltenen lokalisierten fibroblastaren Erkrankungen 
(M. Dupuytren, M. Ledderhose. ''Knuckle pads". Indu- 
ratio penis plastica). 



[0017] Die Erfindung betriffl auch ein Verfahren zur 
Therapie und Pravention dermatologi§cher^rkran 
kungen mit Hyperproliferation und veranderten Diffe- 
renzierungszustanden von Fibroblasten, das die Ver- 
abreichung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase 
IV (DP IV) sowie von Inhibitoren von Enzymer^ mit 
gieicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymak- 
tivltat) oder/und von Inhibitoren der Alanyl-Amin,v 
peptidase (Aminopeptidase N. APN) sowie von Inhi- 
bitoren von Enzymen gieicher Substratspezifitat 
(APN-analoge Enzymaktivitat) an einen Patienten 
umfaSt. der zur Pravention und/oder Therapie der 
obengenannten dermatologischen Erkrankungen ei- 
ner Behandlung bedarf. 

[0018] In besonders bevorzugten Ausfuhrungsfor- 
men der Erfindung werden an einen unter einer oder 
mehreren der nachfolgend irh einzelnen genannten 
dermatologischen Erkrankungen leidenden oder ei- 
ner Pravention der nachfolgend genannten Krankhei- 
ten bediirfenden Patienten ein Inhibitor oder mehrere 
Inhibitoren der genannten Enzyme oder eine oder 
mehrere. diese Inhibitoren eihzein oder bevorzugt In 
Kombination enthaltende pharmazeutische Zuberei- 
tungen) verabreicht, die gewahit sind aus Inhibitoren 
der DP IV und besonders bevorzugt aus Xaa-Pro-Di- 
peptiden (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettenge- 
schutztes Derivat), entsprechenden Derivaten. vor- 
zugsweise Dipeptidphosphonsauredianlestern, Di- 
peptidboronsauren (z.B. Pro-boro-Pro) und deren 
Salzen, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)r>-Peptiden (Xaa = 
a-Aminosaure, n = 0 bis 10), entsprechenden Deriva- 
ten und deren Salzen. Aminosaure (Xaa)-amiden, 
entsprechende Derivaten und deren Salzen. wobei 
Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein seitenkettenge- 
schutztes Derivat, vorzugsweise NP-4-Nitrobenzyio- 
xycarbonyl-L-Lysin, L-Jsoleucin. L-Valin, L-Trypto^ 
phan, L-Prolin, ist und als Amidstruktur cyclische 
Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, thiazoHdin und de- 
ren Derivate fungieren, und/oder Trypto- 
phan-1.2.3,4-tetrahydroisochlnolin-3-carbonsau- 
re-derivate (TSL) und (2S,2S*,2S")-2-[2'-[2"-ami- 
no-3"-(indol-3'"-yl>-1 "-oxoprolyl]-1 \2',3\4'-tetrahy- 
dro-6*8*-dihydroxy-7-methoxyisochinol-3-yl-carbo- 
nyl-amino]-4-hydromethyl-5-hydropentansaure 
(TMC-2A), und Inhibitoren der APN, besonders be- 
vorzugt Actinonin. Leuhistin, Phebestin. Amastatin. 
Bestatin, Probestin, P-Aminothiolen. o-Aminophos- 
phinsauren, a-Aminophosphinsaurederivaten, vor- 
zugsweise D-ip-Phe-PO(OH)-CH2]-Phe-Phe, und de- 
ren Salzen. 

[0019] In weiteren bevorzugten Verfahren gemafi 
der Erfindung kommen die Inhibitoren und gegebe- 
nenfalls ihre Kombinationen und diese enthaltende 
pharmazeutische Zubereitungen zur Anwendung bei 
der Pravention und Therapie von Erkrankungen und 
bzw. Zustanden mit Hyperproliferation und verander- 
ten Differenzierungszustanden von Fibroblasten. 
Beispielhaft konnen genannt werden eine Vorbeu- 
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gung und Therapie von sowohl benignen fibrosieren- 
den und sklerosierenden Erkrankungen (hier insbe- 
sondere postinfektios und posttraumatisch: hypertro- 
phe Narben, Keloide, Dermatofibrome, Fibrolipome 
wie auch disseminierte (Myo)-Fibromatosen) als 
auch malignen fibroblastaren Hyperproliferatlonszu- 
standen (z.B. Fibrosarkome. Mischtumoren wie aty- 
pisches Fibroxanthom. malignes fibroses Histiozy- 
tom, aggressives Angionriyxom, Paraneoplasien). 
von fibrosierenden Autolmmunerkrankungen wie der 
Sklerodermie (zirkumskripte Sklerodermie, progres- 
siv-systemische Sklerodermie, CREST-Syndrom). 
der Dermatoskierose bei anderen Kollagenosen und 
der Grafl-versus-Host-Erkrankung, das Lichen scte- 
rosus et atrophlcus und der heterogenen Gruppe der 
Pseudosklerodermien (wie z.B, die eosinophile/proli- 
ferierende Fascutis. exogen verursachte Pseudo- 
sklerodermien wie Toxic oil syndrome, Silikose, Por- 
phyrien. Eoginophiiie-IVlyalgie-Syndrom. Lichen myx- 
odematosus oder Borrelienassoziierte Fibroslerun- 
gen), von sekundaren Sklerosierungen wie z.B. im 
Rahmen einer Stauungsfibrose bei chronisch veno- 
ser Insuffizienz und bei Lipolymphodemen, im fibro- 
sierenden Spatstadium der Alopecia androgenetica 
und von seltenen lokalisierten fibroblastaren Erkran- 
kungen (M. Dupuytren, M. Ledderhose, "Knuckle 
pads", Indu ratio penis plastica). 

[0020] In erfindungsgemali besonders bevorzugten 
Praventions- und/oder Therapieverfahren warden ei- 
ner Oder mehrere der genannten Inhibitoren der DP 
IV und/oder APN In der Weise zur Anwendung ge- 
bracht, dafi zwei oder mehrere der Inhibitoren der DP 
IV bzw. Inhibitoren von Enzymen mit DP IV-analoger 
Enzymaktivitat oder/und Inhibitoren der APN bzw, In- 
hibitoren von Enzymen mit APN-anailoger Enzymak- 
tivitat in raumlich getrennter Formullerung in Kombi- 
natlon mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen gleichzeitig oder zeitlich unmittelbar 
aufeinander folgend mit dem Ziel einer gemeinsamen 
Wirkung verabreicht warden. Die Verabreichung er- 
folgt als systemische Anwendung zur oralen, trans- 
dermalen, percutanen, intravenosen, subcutanen, in- 
tracutanen. intramuskularen, rektalen, vaginalen, 
sublingualen Applikation zusammen mit an sich be- 
kannten Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen 
und/oder als topische Anwendung in Form von 
Cremes. Salben, Fasten, Gelen, Losungen, Sprays, 
Liposomen bzw. Nanosomen, "pegylierten" Formulie- 
rungen, degradierbaren Depot-Matrices, Schuttel- 
mixturen. Hydrokolloidverbanden, Pflastern, Mlkro- 
schwammen, Prepolyomeren und ahnlichen neuen 
Tragersubstraten, Jet-lnjektionen bzw. anderen der- 
matologischen Grundlagen/Vehikein, einschlie&lich 
instillativer Applikation. 

[0021] Die Erfindung v^rd anhand der nachfolgen- 
den Beispiele naher eriautert. Die Beispiele zeigen 
bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung, Die 
Erfindung ist jedpch nicht auf die bevorzugten Aus- 
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fuhrungsformen beschrankL 

. AusfGhrungsbeispieP 

Ausfuhrungsbeisptel 1 

[0022] Unsere Untersuchungen zeigen, dass die 
DNA-Synthese humaner Fibroblasten durch die Ad- 
ministration von Inhibitoren der DP IV 
(Lys[Z(N02)]-thia20lidkl) odar/und der APN (Actino- 
nin) dosisabhangig gehemmt wird. 

[0023] Humane Fibroblasten exprimieren stark DP 
IV und APN (Fig. 1). Die Enzymaktivitat der DP IV 
von vitalen Zailen betragt 57,3 ± 1 2.4 pkat/1 0° Zellen, 
die der APN betragt 380,5 ± 48,2 pkat/1 0« Zellen (n = 
4). Entsprechend ist die mRNA von APN und DP IV 
auf diesen Zellen nachweisbar (Fig. 2). 

[0024] Fibroblasten gesunder Spender wurdan 48 h 
mit den oben genannten Inhibitoren inkubiert und an- 
schliefiend uber die Messung der ^[H]-Thymidin-ln- 
korporation die DNA-Synthese bestimmt, wie bei 
Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibi- 
tors of dipaptidyl peptidase IV Induce secretion of 
transforming growth factor pi In PWM-stimulated 
PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 
354-380). Fig. 3 zeigtdie dosisabhangige Hemmung 
der DNA-Synthese, . 

[0025] Zur Messung das dosisabhangigen Effekts 
von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid) 
und der Aminopeptidase N (Actinonin) auf die 
DNA-Synthese humaner Fibroblasten wurden die 
Zellen uber 48 Stunden mit den angegebenen Kon- 
zentratlonen der Inhibitoren inkubiert. Anschlie&and 
wurde dem Xultiirmedium ^[H]-Methyl-Thymidin zu- 
gesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNA 
eingebaute Menge an ^[H]-Thymidin gemessen. Die 
Ergebnisse zeigt Fig. 3. 

PatentansprQclie 

1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidyl- 
peptidase IV (DP IV) sowie von Inhibitoren von Enzy-, 
man mit glatchar Substratspazifitat (DP IV-analoge 
Enzymaktivitat) oder/und von Inhibitoren der Ala- 
nyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) sowie 
von Inhibitoren von Enzymen gleicherSubstratspezi- 
fitat (APN-analoge Enzymaktivitat) zur Hemmung der 
Proliferation (DNA-Synthese) humaner Fibroblasten, 

2. Verwendung nach Anspruch 1 . worin die Inhi- 
bitoren der DP IV Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Ami- 
nosaure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat), ent- 
sprechende Darivata, vorzugsweise Dipapttdphos- 
phonsaurediarylester. Dipeptldt>oronsauren (z.B. 
Pro-boro-Pro) und deren Saize. 
Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Amino- 
saure. n = 0 bis 10), antsprechenda Derivata und da- 
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ren Salze. Aminosaure (Xaa)-amide. entsprechende 
Derivate und deren Salze. wobei Xaa eine a-Amino 
saure bzw. ein seitenkettengeschutztes Derivat. vor- 
zugsweise NM-Nilrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, 
L-lsoleuGin. L-Valin, L-Tryptophan. L-Prolin. ist und 
als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin. Pi- 
peridin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren, 
und/oder Tryptophan-1 .2,3,4-tetrahydrolsochino- 
:in-3-carbonsaurederivate (TSL) und 

(23.-2S\2S'>2-[242''-aminc>-3''-{indoI-3*"-yl)-1"-oxo- 
pto!yipr.2',3',4*-tetrahydro-6'8'-dihydroxy-7-melho- 
xyispchinol-3-yl-carbonyl-amino]-4-hydrome- 
thyl-5-hydropentansaure (TMC-2A) sind. 

3. Verwendung nach Anspmch 1, worin Amino- 
saureamide. bevorzugt NM-Nitrobenzyloxycarbo- 
nyl-L-Lysin-thiazolidid. -pyrrolidid und -piperidid so- 
wie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cya- 
nopyrrolidid- und 2-Cyanopiperididderivat. als DP 
IV-lnhibitoren eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 , wobei als Inhi- 
bitoren der APN Actinonin. Leuhlstin, Phebestin. 
Annastatin. Bestatin, Probestin, p-Amlnothlole, 
a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaure- 
derivate, vorzugsyyeise 
D-qj-Phe-PO(OH)-CH2]-Phe-Phe, und deren Salze 
fungieren. 

5. Verwendung von Inhibitdrkombinationen nach 
einem der Anspruche 1 bis 4 zur Vorbeugung und 
Theraple von sowohl benignen fibrosierenden und 
sklerosierenden Erkrankungen (hier insbesondere 
postinfektios und posttraumatisch: hypertrophe Nar- 
ben. Keloide, Dermatofibrome, Fibroiipome wie auch 
disseminierte {Myo)-F!bromatosen) als auch mallg- 
nen fibroblastaren Hyperproliferationszustand en 
(z.B. Fibrosarkome. Mischtumoren wie atypisches Fi- 
broxanthnm. malignes fibroses Histiozytom, aggres- 
sives Angiomyxom, Paraneoplasien). von fibrosie- 
renden Autoimmunerkrankungen wie der Skleroder- 
mie (zirkumskripte S.. progressiv-systemische S., 
CREST-Syndrom). der Dermatosklerose bei anderen 
Koilagenosen und der Grafl-versus-Host-Erkran- 
kung, des Lichen sclerosus et atrophicus und der he- 
terogenen Gruppe der Pseudosklerodermien (wie 
z.B. die eosinophile/proliferierende Fascutis, exogen 
verursachte Pseudosklerodermien wie Toxic oil synd- 
rome. Silikose, Porphyrien. Eosinophilie-Myal- 
gie-Syndrom, Lichen myxodematosus Oder Borreli- 
enassoziierte Fibrosierungen). von sekundaren Skle- 
rosiemngen wie z.B. im Rahmen einer Stauungsfib- 
rose bei chronisch venoser InsufRzienz und bei Lipo- 
lymphodemen. im fibrosierenden Spatstadium der 
Alopecia androgenetica und von seitenen lokalisier- 
ten fibroblastaren Erkrankungen (M. Dupuytren, M. 
Ledderhose, "Knuckle pads", Induratio penis plasti- 
ca). 

6. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend 



Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) cder 
Inhibitoren von Enzymen mit DP IV-anaIoger£nzymr 
aktivitat oder/und Inhibitoren der Alanyl-Aminopepti- 
dase (Aminopeptidase N. APN) oder Inhibitoren von 
Enzymen mit APN-analoger Enzymaktlvitat in Kombi- 
nation mit an sich bekannten Trager-, Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffen. 

7. Pharmazeutische Zubereitungen nach An- 
spruch 6, umfassend als Inhibitoren der DP IV 
Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seiten- 
ketten-geschutzte Derivate), entsprechende Deriva- 
te, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediarylester; 
Dipeptidboronsauren (z. B. Pro-tx)ro-Pro) und derer 
Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = 
a-Aminosauren, n = 0-10). entsprechende Derivate 
und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide. ent- 
sprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa 
eine a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschutztes 
Derivat, vorzugsweise N'-^-Nitrobenzyloxycarbo- 
nyl-L-Lysin, L-lsoleucin. L-Valin, L-Tryptophan. 
L-Prolin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, 
z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Deri- 
vate fungieren. 

8. Pharmazeutische Zubereitungen nach An- 
spruch 6, umfassend als Inhibitoren der DP IV vor- 
zugsweise Aminosaureamide. z.B. NM-Nitrobenzy- 
loxycarbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -pi- 
peridid sowie das entsprechende 2^yanothiazoli- 
did-, 2-Cyanopyrroiidid- und 2-Cyanoplperididderivat. 

9. Pharmazeutische Zubereitungen nach An- 
spruch 6, umfassend als Inhibitoren der APN Actino- 
nin. Leuhistin, Phebestin. Amastatin, Bestatin, Pro- 
bestin, P-Aminothio!e. a-Aminophosphinsauren, 
a-Aminophosphinsaurederivate, bevorzugt 
D-Phe-MJ[PO(OH)-CH2]kPhe-Phe und deren Salze. 

10. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem 
der Anspruche 6 bis 9, umfassend zwei oder mehrere 
der Inhibitoren der DP IV bzw. Inhibitoren von Enzy- 
men mit DP IV-analoger Enzymaktivitat oder/und In- 
hibitoren der APN bzw. Inhibitoren von Enzymen mit 
APN-analoger Enzymaktivitat in raumlich getrennter 
Formulierung in Kombination mit an sich bekannten 
Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen zur gleichzeiti- 
gen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden 
Verabreichung mit dem Ziel einer gemeinsamen Wir- 
kung. 

11. Pharmazeutische Zubereitungen gemaR An- 
spruchen 6 bis 9 fur die systemische Anwendung zur 
oralen. transdermalen. percutanen, intravenosen, 
subcutanen, intracutanen, intramuskularen, rektalen, 
vaginalen. sublingualen Applikation zusammen mit 
an sich bekannten Trager-. Hilfs- und/oder Zusatz- 
stoffen. 

12. Pharmazeutische Zubereitungen gemafi 
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spruchen 6 bis 10 fur die topische Anwendung in 
Form von Cremes, Salben. Fasten. Gelen, Losun- 
gen. Sprays. Liposornen bzw. Nanosomen. "pegyiier- 
ten" Formulierungen, degradierbaren Depot-Matri- 
ces. Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden, Pflas- 
tern, Mikroschwammen, Prepolyomeren und ahnli- 
chen neuen Tragersubstraten, Jet-lnjektionen bzw. 
anderen dermatologischen GrundlagenA/ehikeln. 
einschlieHlich instillativer Applikation. 

13. Verfahren zur Therapie und Pravention der- 
matologischer Erkrankungen mit Hyperprollferation 
und veranderten Differenzierungszustanden von Fit>- 
roblasten. umfassend die Verabreichung von tnhtbi- 
toren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von 
Inhibitoren von Enzymen mit gleidier Substratspezi- 
fitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) oder/und von In- 
hibitoren der Alanyt-Aminopeptidase (Aminopeptlda- 
se N. APN) sowie von Inhibitoren von Enzymen glei- 
cher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivi- 
tat). 

14. Verfahren nach Anspruch 13. worin ein Inhibi- 
tor Oder mehrere Inhibitoren der genannten Enzyme 
Oder eine oder mehrere. dtese Inhibitoren einzein 
Oder bevorzugt in Kombination enthaltende pharma- 
zeutische Zubereitungen) an einen Patienten^erab- 
reicht werden, die gewahit sind aus Inhibitoren der 
DP IV und besonders bevorzugt aus Xaa-Pro-Dipep- 
tiden (Xaa = a-Amlnosaure bzw. seitenkettenge- 
schutztes Derivat), entsprechenden Derivaten, vor- 
zugsweise Dipeptidphosphonsauredianlestern. Di- 
peptidboronsauren (z.B, Pro-boro-Pro) und deren 
Salzen, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptiden (Xaa = 
a-Aminosaure, n = 0 bis 1 0). entsprechenden Deriva- 
ten und deren Salzen, Aminosaure (Xaa)-amiden, 
entsprechende Derivaten und deren Salzen. wobei 
Xaa eine a-Aminosaure bzw, ein seitenkettenge- 
schutztes Derivat. vorzugsweise NM-Nitrobenzylo- 
xycarbonylrL-Lysin, L-lsoleudn. L-Valin, L-Trypto- 
phan, L-Prolin, ist und als Amidstruktur cyclische 
Amine. z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und de- 
ren beriyate fungieren. und/oder Trypto- 
phan-!. 2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-carbonsau- 
re-derivate (TSL) und (2S.2S',2S-)-2-[2H2--ami- 
no-3"-(indol-3*"-yl)-1 "-oxoprolyl]-1 \2\3',4'-tetrahy- 
dro-6'8*-dihydroxy-7-methoxyisochinol-3-yl-carbo- 
nyl-aminol-4-hydromethyl-5-hydropentansaure 
(TMC-2A). und Inhibitoren der APN. besonders be- 
vorzugt Actinonin, Leuhistin. Phebestin, Amastatin, 
Bestatin, Probestin, p-Aminothiolen, a-Aminophos- 
phinsauren, a-Aminophosphinsaurederivaten. vor- 
zugsweise D-i|i-Phe-PO(OH)-CHJ-Phe-Phe. und de- 
ren Salzen. 

Es folgen 2 Biatt Zeichnungen 



7/9 




DE 103 30 842 A1 2005.02.10 

Anhangende Zeichnungen 



Fibrobiasten CD 13-PE 




FL24leight 



Figur 1: DurchfluBzytometrischer Nachwels der Expression von APN (CD13) 
und DP IV (CD26) auf Fibrobiasten 
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FIgur 2: Nachweis der mRNA-Expresslon von DP IV (CD26) und APN (GDI 3) 
auf Fibrobiasten mittels RT-PCR 
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FIgur 3: DosisabhSngiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)> 
thiazdidid) und der Aminopeptidase N (Actinonin) auf die ONA-Synthese 
humaner Rbroblasten. 
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